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論文審査の結果の要旨 
 
 本博士論文では、ヒストン修飾酵素の中でも医薬品開発の標的として重要視されている、ヒストン脱アセチル化
酵素（HDAC）、及びヒストン脱メチル化酵素（KDM）の活性を検出する発蛍光プローブの開発について述べる。序論、
第1章～第3章、結論及び展望により構成される。 
 第1章では、HDAC活性を検出する発蛍光原理とプローブ開発について述べる。まず、HDACによる基質リジンの脱ア
セチル化反応がリジン側鎖に求核性アミノ基を生成する点に着目し、その反応を発蛍光応答へ変換する原理を考案
した。具体的には、リジン側鎖のアミノ基と蛍光色素であるクマリン誘導体に導入した炭酸エステル間で自動的な
分子内エステル転移反応が進行することで、消光していたクマリンの蛍光が回復する。この発蛍光原理を用いるこ
とで、酵素とプローブを混合するのみのワンステップ操作でHDAC活性を蛍光検出することに初めて成功した。 
 第2章では、上記の分子内エステル転移反応が、リジンとクマリンの間に様々な長さのアミノ酸配列を導入しても
進行することを明らかにした。最大で9アミノ酸という長いスペーサーを導入しても転移反応が進行することを示し
た。これにより、酵素の基質特異性を考慮した多様なプローブデザインが可能であることが示唆された。また、導
入するアミノ酸スペーサーの数を最適化することで、分子内転移反応速度の高速化を達成した。これにより、HDAC
活性をより迅速に蛍光検出でき、阻害剤の効果を定量的に評価できることを示した。 
 第3章では、KDM活性を検出する発蛍光プローブの開発に関して述べる。KDMは基質であるメチル化リジン残基だけ
ではなく、その周辺アミノ酸配列を厳密に認識することで酵素活性を示す。第2章で得られた結果から、KDMのその
高い基質特異性に対応した長いアミノ酸配列と、分子内エステル転移反応を用いた発蛍光原理を組み合わせること
で、酵素活性が蛍光検出できると考えた。開発したプローブはKDMと混合するだけでその蛍光が上昇した。また、KDM
阻害剤を添加した場合では、その蛍光が大きく抑制された。このように、長距離での分子内エステル転移反応を用
いた発蛍光スイッチにより、KDM活性を直接的、かつワンステップの操作で蛍光検出することに初めて成功した。 
 以上のように、本論文は医薬品開発の重要な標的酵素であるHDAC、及びKDMの活性を「混合するだけ」の操作で検
出できる発蛍光プローブを世界で初めて開発した。HADC、KDM活性を迅速にモニタリングできるだけでなく、それら
の酵素に対する阻害剤の効果を評価できるため、今後は医薬品開発の新規ツールとして実用的な応用が期待される。 
 よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。 
 
 
 
 
